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Transmissão de Fusarium graminearum por sementes de feijão e incidência de 1 
Damping off 2 
 3 
DIVENSI
1
, Luan Junior. MILANESI
2
, Paola Mendes 4 
 5 
RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a transmissão de Fusarium graminearum por 6 
sementes de feijão crioulo, quantificar a incidência de Damping off em plântulas e avaliar a 7 
redução de germinação e vigor das sementes. No estado do RS, a produção de feijão vem em 8 
maior parte de pequenas propriedades, demonstrando a importância da cultura para a 9 
agricultura familiar. Duas variedades de feijão crioulo foram resgatadas de pequenos 10 
agricultores da cidade de Severiano de Almeida/RS, denominadas “Cavalo” e “Chumbinho”, 11 
cada variedade foi inoculada com suspensão de macroconídios de F. graminearum e se 12 
observou o surgimento de lesões e ocorrência de Damping off nas plântulas. A variedade 13 
“Cavalo” demonstrou-se mais suscetível ao ataque de F. graminearum, expressando redução 14 
de vigor, incidência de Damping off e lesões radiculares. A variedade “Chumbinho” 15 
apresentou reduzida incidência de Damping off, porém, alta incidência de lesões radiculares 16 
em comparação com “Cavalo”. 17 
Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., índice de severidade de doença, vigor, lesões. 18 
 19 
 20 
 21 
 22 
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Transmission of Fusarium graminearum in bean seeds and Damping off incidence  1 
 2 
ABSTRACT- The objective of this study was to evaluate the Fusarium graminearum 3 
transmission in bean seeds and quantify the impact of Damping off seedling originated from 4 
these seeds. Two varieties of Creole beans were rescued from small farmers in the town of 5 
Severiano de Almeida/RS, called "Cavalo" and "Chumbinho," each variety was inoculated 6 
with suspension macroconidia F. graminearum and observed the appearance of lesions and 7 
the occurrence of Damping off in seedlings. The variety "Cavalo" proved to be more 8 
susceptible to F. graminearum attack, expressing vigor reduction, Damping off incidence and 9 
root lesions. The variety "Chumbinho" showed reduced Damping off incidence but high 10 
incidence of root lesions compared to "Cavalo". 11 
Kei Words: Phaseolus vulgaris L., severity disease index, vigor, lesions. 12 
 13 
INTRODUÇÃO 14 
 15 
No Brasil, o cultivo de feijão possui uma área cultivada inferior, quando comparado a 16 
outras culturas como a soja. Na safra 2014/2015, foram cultivados apenas 1,05 milhões de ha, 17 
com previsão de redução para a próxima safra (CONAB, 2015). Conforme dados do IBGE 18 
(2006), no Rio Grande do Sul foram produzidas 19.876 t de feijão de cor, os mesmos vindos 19 
de 14.422 unidades produtivas, em maior parte pequenas propriedades, comprovando a 20 
importância dessa cultura para a agricultura familiar. 21 
Os fungos do gênero Fusarium são de grande importância no mundo todo, 22 
principalmente pelo fato de serem representados por um grande número de espécies, com 23 
potencial de causar diversas patologias em plantas, como murchas, podridões radiculares, 24 
podridões em armazenagem, aborto floral e, em alguns casos, danos em plântulas por 25 
10 
 
Damping off. Além destas doenças, Fusarium spp. possuem capacidade de produzir 1 
micotoxinas capazes de ocasionar, se ingeridas por seres humanos ou animais, diversos 2 
problemas. Dentre as micotoxinas produzidas, destaca-se o deoxinivalenol (DON), com 3 
potencial de causar desordens gastrointestinais e recusa alimentar em suínos (ALMEIDA, 4 
2006). 5 
Dentre as inúmeras espécies de Fusarium com importância para a agricultura, 6 
Fusarium graminearum Schwabe, anamorfo de Giberella zeae (Schw.), é o agente causal de 7 
giberela em cereais de inverno, sendo que as condições climáticas das principais regiões 8 
produtoras no Brasil favorecem o surgimento de doenças (ALMEIDA, 2006). 9 
Comprovadamente tido como um importante patógeno de cereais como trigo, aveia e cevada, 10 
recentemente F. graminearum foi identificado como agente patogênico em outros hospedeiros 11 
não-cereais, tais como a soja e o feijão (ELLIS et. al., 2011).  12 
A sucessão de cultivos trigo-soja, feijão-trigo entre outros cereais de inverno, é a 13 
principal alternativa econômica para os sistemas de produção de grãos no Sul do Brasil. Com 14 
isso, é provável que F. graminearum possa provocar doenças também nessas culturas, 15 
afetando principalmente o desenvolvimento de tecidos jovens, causando Damping off, que 16 
compromete a população de plantas na lavoura e, consequentemente, acarreta em menor 17 
produtividade (REIS et al., 2014). As potenciais formas de transmissão do fungo são pelos 18 
restos culturais do cultivo antecessor, pelo solo, ou por sementes de baixa qualidade 19 
(TELLES NETO, 2004). 20 
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a transmissão de Fusarium 21 
graminearum por sementes de feijão crioulo, quantificar a incidência de Damping off em 22 
plântulas e avaliar a redução de germinação e vigor das sementes. 23 
 24 
 25 
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MATERIAL E MÉTODOS 1 
  2 
O experimento foi conduzido no Laboratório de Entomologia e Fitopatologia da 3 
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim - RS, em um experimento fatorial 2 4 
x 2 (variedades de feijão x inoculação do patógeno). Foram utilizadas sementes de duas 5 
variedades crioulas de feijão, denominadas “Cavalo” e “Chumbinho”. Estas sementes foram 6 
adquiridas de uma propriedade familiar localizada na Linha Napoleão, município de 7 
Severiano de Almeida/RS. Os tratamentos avaliados foram: T1) Sem inoculação do patógeno 8 
e T2) Com inoculação do patógeno.  9 
Isolamento de Fusarium graminearum: o isolamento foi feito a partir de sementes 10 
salvas de trigo com sintomas de giberela, submetidas a uma desinfecção superficial com 11 
hipoclorito de sódio 1 % (30 seg); álcool etílico 70 % (30 seg); e três lavagens seguidas com 12 
água destilada e esterilizada (30 seg). Posteriormente, as sementes foram semeadas em placas 13 
de Petri contendo meio batata-dextrose-ágar (BDA) (HIMEDIA
™
), para o cultivo do 14 
patógeno. 15 
Após o isolamento, o patógeno foi repicado para placas de Petri contendo meio Ágar-16 
Água (AA) (DHINGRA & SINCLAIR, 1995), com vistas à purificação da cultura, conforme 17 
a técnica de cultivo monospórico (FERNANDES, 1993). Os macroconídios que germinaram 18 
isoladamente foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (para 19 
observação da cor e mensuração da colônia) e para meio de cultura Folha de Cravo-Ágar 20 
(CLA), que permitiu a melhor caracterização das estruturas do fungo. O material foi incubado 21 
a 25 ± 2 °C, com fotoperíodo de 12 h, durante 10-14 dias, quando foi feita a observação das 22 
microestruturas do fungo em microscópio estereoscópico e ótico, procedendo-se a 23 
identificação da espécie de acordo com chaves de classificação propostas por GERLACH e 24 
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NIRENBERG (1982), NELSON, TOUSSON e MARASAS (1983) e LESLIE e 1 
SUMMERELL (2006). 2 
Após a obtenção das sementes e o isolamento do fungo Fusarium graminearum, foi 3 
realizado o teste de sanidade, com o objetivo de avaliar a contaminação fúngica nas sementes 4 
que seriam utilizadas no experimento. Para isso, foram utilizadas 200 sementes divididas em 5 
oito repetições de 25 sementes para cada variedade, conforme metodologia adaptada das 6 
Regras para Análise de Sementes – RAS (BRASIL, 2009). As sementes foram semeadas em 7 
caixas “gerbox”, previamente desinfetadas com hipoclorito de sódio a 1%, contendo duas 8 
folhas de papel filtro esterilizado, umedecidas com água destilada (BRASIL, 2009; 9 
HENNING, 2015).  10 
Após este procedimento, as sementes foram incubadas a 25 ± 2 ºC, com fotoperíodo 11 
de 12 h durante sete dias e analisadas com o auxílio de microscópio estereoscópico e ótico. 12 
Foram observadas as estruturas morfológicas dos fungos, os quais foram identificados, em 13 
nível de gênero, com o auxílio de bibliografia especializada (BARNETT & HUNTER, 1999; 14 
HENNING, 2015), determinando-se o percentual de incidência de cada gênero fúngico por 15 
variedade.  16 
Para avaliação da patogenicidade de Fusarium graminearum às sementes e plântulas 17 
de feijão, foi realizada a inoculação do patógeno nas sementes pelo método de suspensão de 18 
conídios, com concentração de 8,0 x 10
5 
macroconídios.mL
-1
 conforme metodologia adaptada 19 
de ELLIS et al. (2012).  20 
Após a aplicação dos tratamentos, os seguintes testes foram conduzidos a fim de 21 
avaliar os efeitos de Fusarium graminearum sobre a qualidade fisiológica das sementes de 22 
feijão crioulo. 23 
Teste de germinação: foram utilizadas 400 sementes de cada lote de feijão, 200 com 24 
inoculação do patógeno e 200 sem inoculação do patógeno, sendo cada tratamento dividido 25 
13 
 
em quatro repetições de 50 sementes, semeadas em papel filtro umedecidas com água 1 
destilada na proporção de 2,5 vezes a massa seca do papel, conforme metodologia adaptada 2 
da RAS (BRASIL, 2009). Em seguida, foram feitos rolos, contendo as sementes, dispondo-os 3 
em câmara de germinação, a 25 ± 2 ºC e fotoperíodo de 12 h. Foram realizadas duas 4 
contagens, a primeira aos cinco e a segunda aos nove dias (BRASIL, 2009).  5 
Na primeira contagem de germinação, foram quantificadas todas as sementes 6 
germinadas, de acordo com o tamanho mínimo de plântula considerada normal, estabelecido 7 
previamente como 2 cm de parte aérea e 2 cm de sistema radicular. Depois de contabilizadas, 8 
as plântulas consideradas normais foram retiradas do rolo. Na segunda contagem de 9 
germinação, as plântulas foram classificadas em normais de segunda contagem, anormais, 10 
sementes mortas e duras, para cada tratamento. A porcentagem de germinação foi obtida 11 
através do somatório das plântulas normais de primeira e segunda contagem (BRASIL, 2009). 12 
Obtenção do índice de severidade de doença (Disease Severity Index - DSI, %) e 13 
quantificação de Damping off: foram utilizadas, para cada variedade, 8 repetições com 25 14 
sementes, inoculadas com uma suspensão de conídios de concentração 8,0 x 10
5
 15 
macroconídios.mL
-1
. As sementes de cada tratamento e variedade foram semeadas em papel 16 
para germinação, umedecidas conforme 2,5 vezes o peso seco do papel. Após a semeadura, o 17 
papel com as sementes foi dobrado formando rolos, os quais foram colocados em sacos 18 
plásticos pretos e, em seguida, acondicionados em câmara de germinação a 25 ± 2 °C e 19 
fotoperíodo de 12 h. Após 7 dias, os rolos foram abertos e o tamanho das raízes e lesões 20 
foram medidos, com o auxílio de régua milimetrada (mm), obtendo-se o índice de severidade 21 
de doença (DSI %) (ELLIS et. al., 2012), conforme a equação: DSI (%) = comprimento de 22 
lesão/comprimento de plântula x 100. A ocorrência de Damping off em cada tratamento foi 23 
quantificada através da observação visual de sintomas característicos, sendo expressa em % 24 
de incidência de Damping off. 25 
14 
 
 Índice de Velocidade de Germinação (IVG): para cada tratamento, foram utilizadas 1 
200 sementes, distribuídas em 4 repetições de 50 sementes. Para isso, as sementes foram 2 
previamente desinfestadas com hipoclorito de sódio (1 %) por 30 s, álcool etílico (70 %) por 3 
30 s e três lavagens com água estéril por 30 s. Nos tratamentos com inoculação do patógeno, 4 
as sementes foram inoculadas com 1 mL
-1
 de suspensão de conídios de Fusarium 5 
graminearum na concentração de 8,0 x 10
5 
macroconídios.mL
-1
. Nas testemunhas, as 6 
sementes foram tratadas somente com 1 mL
-1
 de água destilada e esterilizada. 7 
Após a semeadura, foram confeccionados rolos que, em seguida, foram 8 
acondicionados em câmara de germinação a 25 ± 2 °C. Seguindo a metodologia adaptada de 9 
KRZYZANOWSKI et al., (1999), a avaliação de sementes geminadas foi feita diariamente 10 
com a contagem de plântulas normais até o quinto dia, juntamente a primeira contagem de 11 
geminação (BRASIL, 2009). Após a obtenção dos dados diários do número plântulas 12 
normais, calculou-se o IVG por meio da seguinte equação, proposta por Maguire 13 
(MAGUIRE, 1962), sendo: IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + ... + (Gn/Nn), em que: IVG = Índice 14 
de velocidade de germinação; G1, G2, Gn = número de plântulas normais computadas em 15 
cada contagem; N1, N2, Nn = número de dias da semeadura até as respectivas contagens. 16 
Índice de Velocidade de Emergência (IVE): para cada tratamento foram utilizadas 17 
200 sementes, distribuídas em 4 repetições. Para isso, as sementes foram previamente 18 
desinfestadas com hipoclorito de sódio (1 %) por 30 s, álcool etílico (70 %) por 30 s, seguido 19 
de três lavagens com água estéril por 30 s. Nos tratamentos com inoculação do patógeno, as 20 
sementes foram inoculadas com 1 mL
-1
 de suspensão de conídios de Fusarium graminearum 21 
na concentração de 8,0 x 10
5 
macroconídios.mL
-1
. Na testemunha, as sementes de ambas as 22 
variedades foram tratadas somente com 1 mL
-1
 de água destilada e esterilizada. As sementes 23 
foram semeadas em bandejas plásticas com capacidade para 5 L, contendo areia esterilizada, 24 
autoclavada por duas vezes, a 120 °C e 1 atm durante 1 hora, com um intervalo de 24 horas. A 25 
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avaliação de plântulas emergidas foi feita diariamente até estabilidade populacional. Após a 1 
obtenção dos dados diários do número de plântulas, calculou-se o IVE através da equação 2 
proposta por Maguire (MAGUIRE, 1962). 3 
Procedimentos estatísticos: o experimento foi conduzido em um delineamento 4 
inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram submetidos à análise de variância, por meio 5 
do teste F (p ≤ 0,05) e, quando significativo, procedeu-se à comparação de médias pelo teste 6 
de Tukey (p ≤ 0,05), com auxílio do software estatístico ASSISTAT 7.7 beta (SILVA & 7 
AZEVEDO, 2009). 8 
 9 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 10 
 11 
Na avaliação de sanidade das sementes de feijão (Figura 1), foram identificados em 12 
ambas as variedades os fungos Fusarium spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp., 13 
considerados patógenos incidentes em sementes. Na variedade “Chumbinho” foram 14 
identificados também fungos dos gêneros Rhizopus e Cladosporium, considerados 15 
contaminantes, além de bactérias do gênero Bacillus (HENNING, 2015), com maior 16 
incidência de Fusarium spp. (70%), seguido de Aspergillus spp. (59%) e de Penicillium spp. 17 
(33,5%) (Figura 1). Já na variedade “Cavalo” ocorreu maior incidência dos fungos 18 
Penicillium spp. (62,5%) e Aspergillus spp. (40,5%), com pouca incidência de Fusarium spp. 19 
(7%). Esses resultados vêm ao encontro daqueles constatados por SILVA et. al. (2008), que 20 
observaram a ocorrência de Fusarium spp. em oito cultivares de feijão, o que pode ser 21 
considerado preocupante pela capacidade deste patógeno em sobreviver saprofiticamente no 22 
solo. 23 
Além de Aspergillus spp. observou-se a presença do gênero Eurotium sp., que 24 
corresponde à sua forma teleomórfica. A alta incidência de patógenos em sementes acentua a 25 
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preocupação com a qualidade sanitária das sementes de variedades crioulas feijão utilizadas 1 
pelos produtores do Alto Uruguai do RS, que na maioria das vezes não passam pelo processo 2 
de certificação. 3 
Comparando a germinação (G%) para as duas variedades de feijão crioulo, inoculadas 4 
e não inoculadas com suspensão de conídios de Fusarium graminearum, os resultados não 5 
diferiram (Tabela 1). Entretanto, na variedade “Cavalo”, o tratamento com inoculação de F. 6 
graminearum ocasionou redução na porcentagem de plântulas normais (PN) e aumento na 7 
porcentagem de plântulas anormais (PA), em comparação com a Testemunha. 8 
Na variedade “Chumbinho”, não se observou diferença estatística entre os tratamentos 9 
1 e 2 com relação à PN, porém, notou-se maior percentagem de PA em T1 (16%). Na 10 
comparação entre as variedades, em ambos os tratamentos, a variedade “Cavalo” expressou 11 
maior porcentagem de PN em comparação a “Chumbinho”. No tratamento T1, a variedade 12 
“Chumbinho” expressou maior porcentagem de PA em relação à variedade “Cavalo”, porém o 13 
inverso ocorreu em T2 (Tabela 1). MENEZES (2009) também observou redução significativa 14 
na germinação de sementes de pepino, inoculadas com Fusarium moniliforme (Sheld.). 15 
Na variedade “Chumbinho”, não foram observadas sementes duras (SD) e a 16 
inoculação do patógeno não influenciou na porcentagem de sementes mortas (SM), 17 
entretanto, na variedade “Cavalo” notou-se a presença de SD, em maior porcentagem no 18 
tratamento T2, no qual também foi observado maior porcentagem de SM em comparação com 19 
a Testemunha (T1). Em ambos os tratamentos, a variedade “Cavalo” apresentou menor 20 
porcentagem de SM em comparação com “Chumbinho” (Tabela 1). 21 
Quanto ao índice de velocidade de germinação (IVG), a variedade “Cavalo” expressou 22 
melhores resultados em ambos os tratamentos em relação a “Chumbinho”, entretanto, 23 
considerando os tratamentos, foi observado na variedade “Cavalo” maior IVG do que na 24 
17 
 
Testemunha (T1) em comparação ao tratamento T2, enquanto que na variedade 1 
“Chumbinho”, não ocorreu diferença entre os tratamentos (Tabela 1).  2 
Com relação ao índice de velocidade de emergência (IVE), levando em conta a 3 
Testemunha (T1), foi observado um maior IVE na variedade “Cavalo” em comparação a 4 
“Chumbinho”. Porém, no tratamento T2, o IVE de ambas as variedades não diferiram 5 
estatisticamente entre si. A variedade “Cavalo” obteve um menor IVE no tratamento T2 em 6 
comparação a Testemunha (T1), enquanto na variedade “Chumbinho”, os tratamentos não 7 
diferiram entre si (Tabela 1). 8 
A menor porcentagem de PN, menor IVG, menor IVE e maior porcentagem de SM na 9 
variedade “Chumbinho” em relação a “Cavalo” provavelmente se relaciona a menor 10 
qualidade fisiológica, sanitária e maior grau de degradação das sementes, sendo que conforme 11 
GOULART, (2005); MENTEN et al., (2005) a concepção de vigor recebe especial atenção 12 
por se tratar de um parâmetro indicador do futuro desempenho das sementes a campo, sendo 13 
estas o principal insumo que influenciará em uma boa produtividade. 14 
Com a avaliação das plântulas oriundas de sementes de ambas as variedades, 15 
inoculadas com Fusarium graminearum, posterior obtenção do índice de severidade de 16 
doença (DSI) e quantificação da incidência de Damping off, observa-se que a variedade 17 
“Cavalo” apresentou maior porcentagem de incidência de Damping off em relação à variedade 18 
“Chumbinho” (Tabela 2). Apesar de apresentar menor incidência, a variedade “Chumbinho” 19 
não se mostrou imune à ocorrência de Damping off, complementando os resultados obtidos 20 
por ELLIS et. al., (2012), que ao testar a resistência de cultivares de soja ao ataque de F. 21 
graminearum, observaram que nenhum genótipo avaliado em seu estudo apresentou elevados 22 
níveis de resistência, sendo que em todos os casos se desenvolveram lesões.  23 
A variedade “Chumbinho” apresentou maior porcentagem em DSI, comparado à 24 
variedade “Cavalo”, considerando-se plântulas normais (PN) e plântulas anormais (PA) 25 
18 
 
(Tabela 2). Foi evidenciada a patogenicidade de F. graminearum sobre ambas as variedades 1 
de feijão, com maiores danos na variedade “Cavalo” em relação às alterações de vigor e a 2 
incidência de Damping off. Porém, as lesões radiculares foram mais severas na variedade 3 
“Chumbinho”. A relação de Fusarium spp. com a incidência de podridão radicular em feijão 4 
também foi constatada por CASA et. al. (2011). 5 
Por ser habitante de solo, considerando-se a complexidade deste ambiente e a 6 
variabilidade existente no gênero Fusarium, é difícil o controle de doenças causadas por esses 7 
fungos (MILANESI et. al., 2013). Devido ao fato do inóculo de F. graminearum utilizado 8 
neste estudo ter procedência de sementes salvas de trigo, com sintomas de giberela, 9 
considera-se que os restos culturais de trigo são uma importante fonte de inóculo do patógeno 10 
para os cultivos sucessivos a essa cultura, no caso o feijão e a soja. 11 
 12 
CONCLUSÕES 13 
 14 
Fungos de armazenamento, tais como, Aspergillus spp. e Penicillium spp., além do 15 
gênero Fusarium, estão presentes nos lotes das variedades de feijão crioulo avaliadas neste 16 
estudo. Fusarium graminearum afeta o vigor das sementes da variedade de feijão crioulo 17 
“Cavalo”, sendo patogênico a ambas as variedades. Este patógeno causa Damping off com 18 
maior incidência na variedade “Cavalo”, enquanto que na variedade “Chumbinho”, causa um 19 
maior índice de severidade de doença (DSI%). 20 
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Figura 1. Incidência (%) de fungos em sementes de feijão das variedades crioulas “Cavalo” e 2 
“Chumbinho. 3 
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Tabela 1. Germinação (G%), Plântulas normais (PN%), Plântulas anormais (PA%), Sementes 1 
mortas (SM), Sementes duras (SD), Índice de velocidade de germinação (IVG) e Índice de 2 
velocidade de emergência (IVE) para sementes de feijão, variedades “Chumbinho” e 3 
“Cavalo” inoculadas ou não com suspensão de conídios de Fusarium graminearum. 4 
Variáveis Tratamentos
1
 
Variedades 
CV% 
Cavalo Chumbinho 
G% 
T1 65,85 ns
 2
 47,32 ns 
16,52 
T2 58,00 ns 56,00 ns 
PN% 
T1 64,00 aA
3
 34,67 aB
 
9,67 
T2 54,50 bA 40,00 aB 
PA% 
T1 9,00 bB 16,00 aA 
11,17 
T2 29,00 aA 8,00 bB 
SM% 
T1 13,32 bB 44,67 aA 
7,83 
T2 30,67 aB 45,32 aA 
SD% 
T1 6,00 bA 0,00 aB 
12,56 
T2 7,00 aA 0,00 aB 
IVG 
T1 20,89 aA 12,80 aB 
6,60 
T2 17,89 bA 12,69 aB 
IVE 
T1 8,57 aA 3,39 aB 
34,13 
T2 2,76 bA 2,03 aA 
1
Tratamentos: T1) Testemunha (água destilada esterilizada); T2) Suspensão de conídios de Fusarium 5 
graminearum (concentração 8 x 10
5
 macroconídios.mL
-1
). 
2 
ns: não significativo. 
3 
Médias seguidas pela mesma 6 
letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 7 
0,05). 8 
 9 
 10 
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Tabela 2. Índice de severidade de doença (DSI%) para plântulas normais (PN) e anormais 1 
(PA) e incidência de Damping off em plântulas de feijão das variedades “Chumbinho” e 2 
“Cavalo”. 3 
Variedades 
DSI (%) 
Damping off (%) 
PN PA 
Cavalo             15,25 b
1
  20,73 b  11,43 a 
Chumbinho  21,43 a
 
47,99 a 4,39 b 
CV (%) 9,91 42,26 50,80 
1
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 4 
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